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applications of the strains assessed here. 
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1. Johdanto 
 
1.1. Mikrolevät biopolttoaineiden raaka-aineena 
 
Ilmastonmuutos ja fossiilisten polttoaineiden hupeneminen on lisännyt uusiutuvien 
energianlähteiden tutkimusta viime vuosien aikana. Euroopan unioni on asettanut 
jäsenmailleen tavoitteeksi, että vuoteen 2020 mennessä vähintään 10 % liikenteen 
polttoaineista tulisi olla peräisin uusiutuvista energialähteistä (Asplund ym. 2009). 
Mikrolevät ovat potentiaalinen raaka-aine biopolttoainetuotantoon, sillä niiden 
yhteyttämiskyky eli kyky muuntaa auringon valoenergia kemialliseksi energiaksi on hyvä 
(Carvalho ym. 2011). Mikroleviksi on perinteisesti kutsuttu kasviplanktoniin lukeutuvia, 
pääasiassa fotoautotrofisia yksisoluisia eukaryootteja, mutta nykyisin soveltavissa 
tutkimuksissa niihin katsotaan kuuluviksi myös prokaryoottiset, yhteyttävät syanobakteerit. 
Levien potentiaali johtuu siitä, että näillä yksisoluisilla organismeilla ei ole montaa 
yhteyttämisen kanssa kilpailevaa fysiologista toimintoa, ne lisääntyvät huomattavan nopeasti, 
niillä on vaatimattomat ravinnevaatimukset, ja ne sopeutuvat vaihteleviin olosuhteisiin. 
Lisäksi mikrolevien etuja verrattuna tyypillisiin, pelloilla öljyntuotantoa varten viljeltäviin 
putkilokasveihin on, että mikrolevät elävät suspensiossa, missä ne voivat hyödyntää veteen 
liuennutta hiilidioksidia ja ravinteita. Mikroleväsolujen lipidipitoisuus voi myös olla korkea, 
joillakin lajeilla jopa 70 % kuivapainosta, mikä on oleellista biodieseltuotannossa (Williams 
ja Laurens 2010, Mata 2010). Mikrolevien kasvattamisessa voidaan myös hyödyntää 
esimerkiksi vedenpudistuslaitosten jätteitä ravinnelähteenä tai voimalaitosten tuottamaa 
hiilidioksidia kiihdyttämään yhteyttämistä (Mata 2010). 
 
Mikroleviä voidaan kasvattaa avoimissa ulkoaltaissa tai suljetuissa fotobioreaktoreissa. 
Mikrolevien hyötykäytöllä on pitkä historia, sillä ensimmäiset todisteet viljelystä ovat 2000 
vuoden takaa (Spolaore ym. 2006). Teoreettisesti mikrolevät voivat muuntaa 10 % auringon 
säteilyenergiasta biomassaksi, mutta avoimissa ulkoaltaissa kasvatettuna tehokkuus jää 
parhaimmillaankin vain kolmannekseen tästä (Williams ja Laurens 2010). Vaikka tuotanto on 
siirtymässä kontrolloimattomista ulkoaltaista helpommin säädeltäviin fotobioreaktoreihin, on 
mikrolevien massatuotannossa esimerkiksi biodieseliksi kuitenkin useita haasteita, kuten 
oikeiden levälajien ja -kantojen valinta ja kasvatusolosuhteiden optimointi (Morris 1981). 
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Fotobioreaktoreiden kehittäminen vaatii abioottisten (esimerkiksi valo, lämpötila, kaasut, pH 
ja ravinteet), bioottisten (esim. patogeenien aiheuttama kontaminaatio, solujen fysiologisen 
tila) tekijöiden syvällistä ymmärtämistä (Carvalho ym. 2011). Etenkin makean veden 
mikrolevälajien ekofysiologisia ominaisuuksia on tutkittu vähän (Bouterfas ym. 2002), mutta 
on jo pitkään ollut tiedossa, että niiden kasvu on yhtä nopeaa kuin suolaisen veden lajien 
(Eppley 1972). Perusteellisempi ymmärrys mikrolevien kasvuun vaikuttavista 
ympäristötekijöistä ja laji- ja kantakohtainen ekofysiologisten vakioiden määrittäminen on 
oleellista kustannustehokkaan biopolttoainetuotannon mahdollistamiseksi. Jotta 
fotobioreaktoreiden suunnittelu ja säätö olisi tarkoituksenmukaista, tarvitaan siis 
käyttökelpoisia empiirisiä malleja ennustamaan mikrolevien kasvua ja fotosynteesiä 
(Carvalho ja Malcato 2003, Bernard ja Remond 2012). 
 
Ympäristötekijöiden vaikutusta mikrolevien ekologiaan tutkittaessa on huomattu, että 
fotosynteesi on herkin tapahtumasarja levien bioprosesseista (Rym 2012). Ympäristötekijät 
aiheuttavat muutoksia yhteyttämiskoneiston rakenteeseen ja toimintaan, mikä johtaa 
fotosynteettisen suorituskyvyn vaihteluihin. Myös solun koko vaikuttaa elintoimintoihin, sillä 
pienissä soluissa välimatkat ovat lyhyempiä, jolloin kemialliset reaktiot tapahtuvat niissä 
nopeammin. Pienien solujen onkin todettu assimiloivan ravinteita suuria soluja nopeammin ja 
myös yhteyttävän tehokkaammin (Bouterfas ym. 2006).  
 
 
1.2. Fotosynteesi 
 
Useimmat mikrolevät ovat joko fotoautotrofisia eli omavaraisia auringon valoenergian avulla 
yhteyttäviä organismeja, mutta nykyään myös miksotrofit, jotka pystyvät hyödyntämään sekä 
epäorgaanista että orgaanista hiiltä, luetaan mikroleviin. Myös obligaatteja heterotrofeja eli 
toisenvaraisia lajeja esiintyy. 
 
Mikrolevät yhteyttävät putkilokasvien tavoin seuraavan yhtälön mukaisesti (Falkowski ja 
Raven 1997): 
 
6CO2 + 12H2O    
valoa
     C6H12O6 + 6O2 + 6H2O 
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Yhteyttäminen tapahtuu valon aallonpituusalueella 400–700 nm eli ns. PAR-säteilyn alueella 
(englanniksi photosynthetically active radiation) (Reynolds 2006). Yhdisteet, jotka 
absorboivat valoa tietyillä aallonpituuksilla, ilmentävät ominaisväriä, jota kutsutaan 
pigmentiksi. Juuri pigmentit mahdollistavat fotosynteesin. Kuten putkilokasveilla, myös 
aitotumallisilla mikrolevillä fotosynteettiset pigmentit sijaitsevat kloroplasteissa, jotka 
kuuluvat plastidien monimuotoiseen soluorganellien ryhmään (Hoober 2000). 
Kehityshistoriallisesti kloroplastit ovat endosymbioosin tulos eli otollisten valintapaineiden 
vallitessa heterotrofinen solu on ottanut sisäänsä yhteyttävän syanobakteerin ja käyttänyt sen 
yhteyttämiskykyä hyödykseen (Hoober 2000). Tapahtuma on toistunut lukuisia kertoja, mikä 
selittää mikrolevien kloroplastien geneettistä monimuotoisuutta (Alberts ym. 2002).  
 
Kloroplasteissa on kaksi lipidimembraania, jotka ympäröivät organellin sisätilaa, stroomaa, 
missä sijaitsevat useimmat pimeäreaktioihin tarvittavat entsyymit (kuva 1) (Heino ja Vuento 
2007). Stroomassa on myös kalvon ympäröimiä rakkuloita, tylakoideja, joissa fotosynteettiset  
 
 
Kuva 1. Kloroplastin rakenne. Kuva modifioitu lähteestä Campell ja Reece (2008). 
 
 
pigmentit sijaitsevat. Tylakoidikalvostot eli graanat ovat ryhmittyneet toiminnallisiksi 
kokonaisuuksiksi, fotosysteemeiksi, jotka sisältävät ns. LHC-valonkeräyskomplekseja 
(englanniksi light harvesting complex). LHC koostuu antennikomplekseista ja 
reaktiokeskuksesta, jotka ovat rakentuneet pigmenteistä. Näistä tärkeimpiä ovat vihreät 
klorofyllit a, b, c ja d (Carvalho ym. 2011). Muita avustavia pigmenttejä ovat muun muassa 
kellertävät tai punertavat karotenoidit. Koska eri pigmentit absorboivat näkyvää valoa eri 
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aallonpituuksilla, fotosysteemin absorptiospektri on laaja. Pigmenttien määrä vaihtelee 
lajeittain, mutta kaikkien fotosysteemien reaktiokeskuksessa on poikkeuksetta klorofylli a. 
 
Yhteyttäminen jakautuu valo- ja pimeäreaktioihin (Heino ja Vuento 2007). Valoreaktioiden 
aikana fotonien energia vangitaan nikotiiniamidi- adeniinidinukleotidifosfaatti- (NADPH) ja 
adenosiinitrifosfaatti- (ATP) molekyyleiksi, ja pimeäreaktioissa kloroplasti tuottaa näiden 
molekyylien energiaa hyödyntäen erilaisia orgaanisia yhdisteitä kuten sokereita. 
Valoreaktioissa useista klorofyllimolekyyleistä muodostuneet antennikompleksit toimivat 
valohaavina, joka kerää fotonien eli valokvanttien energian reaktiokeskukselle. Fotonin 
osuessa antennikompleksiin sen pigmentin elektroni virittyy. Virittynyt elektroni kulkee 
antennikompleksin pigmenttimolekyyleissä kunnes osuu reaktiokeskuksen 
klorofyllimolekyyleihin, joissa virittyminen tapahtuu piko- tai nanosekunneissa (Carvalho ym. 
2011).  
 
Reaktiokeskus siirtää elektronin edelleen fotosynteettiseen elektroninsiirtoketjuun, jolloin 
reaktiokeskukseen syntyy elektronivaje ja positiivinen varaus, joka pyrkii neutraloitumaan 
(Heino ja Vuento 2007). Sekä syanobakteereilla, levillä että putkilokasveilla on kaksi 
toisistaan poikkeavaa fotosysteemiä, jotka toimivat yhdessä. Fotosysteemi I:ssä syntynyt 
elektronivaje korvautuu fotosysteemi II:n luovuttamilla elektroneilla elektroninsiirtoketjun 
välityksellä, kun taas fotosysteemi II:n elektronivaje täydentyy vedeltä varastetulla 
elektronilla, jolloin syntyy happea. Veden hajottaa OEC-entsyymi (englanniksi oxygen 
evolving complex). Fotosysteemi II tuottaa ATP-molekyylejä, kun sen luovuttamat elektronit 
siirtyvät elektroninsiirtoketjussa alemmalle tasolle. Fotosysteemi I pelkistää NADP
+
-
molekyylejä fotosysteemi II:lta saamansa virittyneen elektronin avulla NADPH:ksi. 
Fotosysteemi I:n ja II:n yhteistä elektroninsiirtoketjua kutsutaan z-reitiksi, jonka tuloksena 
syntyy ATP- ja NADPH-molekyylejä. Fotosysteemi I voi toimia myös kehässä, jolloin 
NADP
+ 
-molekyylit eivät pääse pelkistymään, vaan systeemi tuottaa ainoastaan ATP:tä eikä 
happea muodostu. Elektronien sukkulointi z-reitillä tapahtuu mikro- tai millisekunneissa 
(Carvalho ym. 2011). 
 
Valoreaktioiden tuotteita tarvitaan pimeäreaktioissa, joissa hiilidioksidista valmistetaan 
monosakkarideja, kuten glukoosia (Heino ja Vuento 2007). Kloroplastin stroomassa 
tapahtuvassa Calvinin kierrossa hiilidioksidi kiinnittyy ribuloosi-1,5-bisfosfaattikarboksylaasi 
-entsyymin (RUBISCO) katalysoimana ribuloosi-1,5 -fosfaattiin (RuBP). Reaktiotuotteesta 
6 
 
valmistetaan glyseraldehydi-3-fosfaattimolekyylejä eli trioosifosfaattia NADPH-koentsyymin 
toimiessa pelkistimenä ja ATP:n avustaessa. Trioosifosfaattia voidaan käyttää edelleen 
sokerien synteesiin. Kloroplastin sisäinen hiilen metabolia tapahtuu sekunneissa, kun taas 
solulimassa syntetisoitavien tuotteiden valmistus voi kestää jopa minuutteja (Carvalho ym. 
2011). Koska yhteyttäminen on näin monitasoinen reaktioketju, ei siihen vaikuttavien 
ympäristötekijöiden tutkiminen ole yksiselitteistä eikä helppoa. 
 
 
1.3. Fotosynteesiin vaikuttavat tekijät 
 
Mikrolevien fotosynteesin tasoon vaikuttavat lukuisat ympäristötekijät, joista 
ravinnerikkaassa ympäristössä kuten fotobioreaktorissa valon määrä eli valointensiteetti ja 
lämpötila ovat tärkeimmät (Bouterfas ym. 2002, Carvalho ja Maltaca 2003, Reynolds 2006, 
Bernard ja Rémond 2012, Rym 2012). Valointensiteetti on ensisijainen fotosynteesiä 
rajoittava tekijä, mutta kun valo ei rajoita kasvua, lämpötila asettaa ylärajan fotosynteesille 
(Eppley 1972). Levien kannalta nämä kaksi tekijää siis toimivat tiiviissä vuorovaikutuksessa 
keskenään (Talling 2012), ja siksi yksittäisen tekijän tutkiminen ei ole mielekästä, kun 
pyrkimyksenä on optimoida kasvatusolosuhteita. Eri levälajit myös reagoivat 
ympäristötekijöihin hyvin vaihtelevasti, minkä vuoksi ekofysiologisia yleistyksiä edes 
lähisukuisten lajien kesken ei voi tehdä, vaan jokaisen lajin tai jopa kannan vaste 
olosuhteisiin tulee tutkia erikseen (Neale 2013). 
 
 
1.3.1. Valointensiteetin vaikutus fotosynteesiin 
 
Fotosynteesin valoreaktiot ovat riippuvaisia valointensiteetistä (I, μmol m-2 s-1) (Carvalho 
2011). Jokaisella fototrofilla on lajityypillinen kasvun mahdollistava fotonivuon vaihteluväli, 
optimaalinen valointensiteetti (Iopt) sekä selviytymiseen vaadittavat fotonivuon raja-arvot 
(Richardson ym. 1982). Kun valo rajoittaa mikrolevän kasvua, fotosynteesi nousee 
lineaarisesti valon määrän kasvaessa, kunnes se saavuttaa saturaatiopisteen, jonka jälkeen 
fotonivuon lisäys ei enää kiihdytä fotosynteesiä (Reynolds 2006). Saturaatiopiste on useilla 
mikrolevälajeilla lämpötilasta riippuen välillä 90–250 μmol m-2 s-1.  
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Valointensiteetin vaihtelu aiheuttaa stressiä fotosynteesikoneistossa, mikä näkyy muutoksina 
fotosynteesin tasossa (Han ym. 2000). Jotta fotosynteesikoneisto pysyisi toimintakuntoisena 
stressin alla, tarvitsee se jatkuvaa kunnostusta (Tyystjärvi 2008). Hyvin lyhytkestoinen, liian 
voimakkaan valon aiheuttama stressi ei vaikuta yhteyttämistasoon, mutta stressin jatkuessa 
pidempään se voi johtaa fotosynteesin inhibitioon ja edelleen fotoakklimatisaatioon (Han ym. 
2000). Fotoakklimatisaatio eli levän sopeutuminen valon määrän muutokseen näkyy 
antennikompleksien fysiologiassa ja biokemiassa esimerkiksi fotosynteettisten pigmenttien 
määrän vaihteluina; valointensiteetin kasvaessa fotosynteettisten pigmenttien määrä vähenee 
ja päinvastoin (Moore ym. 2006, Huner ym. 1993). Jos valostressi jatkuu niin pitkään, että se 
johtaa geneettiseen sopeutumiseen, puhutaan fotoadaptaatiosta (Moore ym. 2006). Levien 
valonsietokyky tarkoittaa sitä valointensiteetin vaihteluväliä, jonka sisällä levä kykenee 
yhteyttämään. Se vaihtelee huomattavasti eri lajeilla ja kannoilla, ja siihen vaikuttaa 
valonkeräyskompleksin koko, sillä mitä suurempi kompleksi on, sitä paremmat 
mahdollisuudet organismilla on yhteyttää alhaisessa valossa. Kääntöpuolena on se, että 
tällöin fotosynteesi myös inhiboituu herkemmin korkeassa valointensiteetissä. Terrestiset 
kasvit on jaettu valonsietokykynsä mukaan valo- ja varjokasveihin, mutta mikrolevien 
jaottelu näin selkeisiin luokkiin ei ole mahdollista. Voidaan silti sanoa, että osa levistä 
yhteyttää alhaisessa valossa paremmin kuin toiset ja toisaalta inhiboituu korkeassa 
valointensiteetissä herkemmin kuin valoisampiin olosuhteisiin sopeutuneet levät. (Neale 
2013). 
 
Levän yhteyttäessä valokylläisissä olosuhteissa jopa 50 % kerätystä valoenergiasta menee 
hukkaan johtuen siitä, että levän valonkeräyskompleksi LHC on huomattavasti tehokkaampi 
kuin elektroninsiirtoketjun prosessit (Perrine ym. 2012). Tämä on seurausta siitä, että 
mikrolevät ovat sopeutuneet kilpailemaan valosta ja yhteyttämään hyvinkin alhaisessa 
valossa, jolloin suuri valonkeräyskompleksi lisää kelpoisuutta. Siksi yhteyttämislaitteisto on 
suhteettoman tehokas verrattuna fotokemiallisten prosessien tehoon, eikä levä saavuta 
teoreettisesti maksimaalista yhteyttämiskykyään keinotekoisessakaan monokulttuurissa, 
missä valo ei ole yhteyttämistä rajoittava tekijä. Mikrolevien tuotantotehokkuutta onkin 
yritetty parantaa muun muassa pienentämällä valonkeräyskompleksia geenimanipulaation 
avulla, jolloin resurssit jakautuisivat tasaisemmin ja yhteyttämisteho kasvaisi (Mata ym. 
2010). 
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1.3.2. Lämpötilan vaikutus fotosynteesiin 
 
Lämpötilan vaikutusta mikrolevien fotosynteesiin on väheksytty muun muassa sen vuoksi, 
että levät ovat hyvin sopeutuvaisia lämpötilojen muutoksiin eikä lyhytkestoisilla lämpötilan 
vaihteluilla ole todettu olevan merkittävää vaikutusta fotosynteesin tasoon (Falkowski ja 
Raven 1997, Berges ym. 2002). Fotokemialliset valoreaktiot ovat lämpötilasta 
riippumattomia, mutta kemiallisiin, entsyymien katalysoimiin pimeäreaktioihin lämpötilalla 
on olennainen vaikutus (Duarte 1995, Falkowski ja Raven 1997, Carvalho ja Maltaca 2003). 
Reaktioille voidaan määrittää lämpötilakerroin (Q10), joka on riippuvainen reaktioiden 
aktivointienergioista (Duarte 1995, Carvalho ja Maltaca 2003). Tarkasteltaville reaktioille 
voidaan myös määrittää minimi-, optimi- ja maksimilämpötila (Tmin, Topt ja Tmax) (Li ja Dickie 
1987). Solujen kemiallisten reaktioiden oletetaan kasvavan lähes eksponentiaalisesti 
lämpötilan noustessa kunnes saavutetaan optimaalinen lämpötila (Talling 2012). 
Maksimaalinen fotosynteesi keskimääräisesti puolittuu optimilämpötilan laskiessa 10 °C 
(Reynolds 2006). Minimilämpötila yhteyttämiselle on useimmiten noin 5 °C ja 
maksimilämpötila välillä 25-40 °C (Goldman 1977, Reynolds 2006). Optimilämpötila 
fotosynteesille vaihtelee lajeittain (Davison 1991), ja yhdellä lajilla voi olla useampikin kuin 
yksi optimi (Li ja Dickie 1987). Useiden mikrolevälajien kasvu romahtaa, kun lämpötila 
nousee vain 2-4 ⁰C yli optimin (Ojala 1993, Mata 2010).  
 
Mikrolevät voidaan luokitella sen mukaan, miten ne sietävät lämpötilan vaihteluita. Suuria 
lämpötilanvaihteluja sietäviä leviä kutsutaan eurytermisiksi, kun taas levät, jotka kasvavat 
parhaiten hyvin kapealla lämpötilavälillä, ovat stenotermisiä (Lee 1999). Mikrolevät voidaan 
myös luokitella termofiilisiin, mesofiilisiin ja psykrofiilisiin lajeihin niiden suosimasta 
kasvulämpötilasta riippuen. Termofiiliset lajit kasvavat jopa 75 °C:ssa, mesofiilisten lajien 
optimilämpötila on noin 15–35 °C, ja psykrofiiliset levät kasvavat parhaiten, kun lämpötila 
on vain muutaman asteen nollan yläpuolella (Chen ja Berns 1980).  
 
Lämpötila vaikuttaa solun kemiallisten reaktioiden lisäksi solun rakenteeseen. Solukalvojen 
jäykistyminen lämpötilan laskiessa lisää molekyylien liikuttamiseen tarvittavan energian 
määrää, mikä johtaa biologisen aktiivisuuden laskuun (Falkowski ja Raven 1997). 
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1.3.3. Fotoinhibitio 
 
Fotoinhibitio tarkoittaa fotosynteesin estymistä liiallisesta valostressistä johtuen (Han ym. 
2000). Luonnossa planktiset mikrolevät kohtaavat nopeita ja voimakkaita valonmäärän 
vaihteluita muun muassa leväsoluja eri syvyyksiin kuljettavan turbulenssin tai kumpuamisen 
seurauksena (Powles 1984). Näin levät saattavat nopeasti altistua hyvinkin voimakkaalle 
valolle, joka voi inhiboida fotosynteesiä (Long ym. 1994). Fotoinhibition tehtävänä on 
suojata fotosynteesikoneistoa liialliselta valostressiltä, sillä liiallinen valon määrä kerryttää 
ylijäämäenergiaa fotosynteesikoneistoon aiheuttaen sen rappeutumista (Powles 1984). Näin 
ollen fotoinhibitiota ilmenee, kun energiaa kertyy enemmän kuin sitä pystytään 
prosessoimaan (Falkowski ja Raven 1997).  
 
Fotoinhibitiossa liiallinen valon määrä passivoi fotosysteemi II:n reaktiokeskusta, sillä 
liiallisen energian kertyminen hajottaa elektroninsiirtoketjussa oleellisen D1-proteiinin. 
Koska elektronin virittyminen valoreaktioprosessissa on estynyt, ei ylijäämäenergiaa pääse 
kertymään reaktiokeskukseen (Powles 1984), ja se vapautuu lämpöenergiana (Hanelt 1996, 
Jensen ja Knutsen 1993). Fotoinhibitio on aikasidonnainen ilmiö; jos mikrolevä altistuu 
voimakkaalle valolle vain ohimennen, muutoksia fotosynteesissä ei ehdi tapahtua (Falkowski 
ja Raven 1997).  
 
Valostressin ollessa niin voimakasta ja pitkäkestoista, että fotosynteesi estyy täysin, voivat 
yhteyttämispigmentit tuhoutua foto-oksidatiivisen stressin takia (Powles 1984). Jos tilanne ei 
etene pigmenttien tuhoutumiseen, täysi yhteyttämiskyky palautuu fotoinhibition jälkeen 
fotosysteemi II:sta kunnostavan korjausmekanismin ansiosta (Powles 1984, Falk ym. 1990). 
Korjausmekanismi vaihtaa tuhoutuneet elektroninsiirtoketjun D1-proteiinit uusiin (Jensen ja 
Knutsen 1993). Elektroninsiirtoketju on hitaampi matalammissa lämpötiloissa, mikä johtaa 
siihen, että fotosynteesi inhiboituu sitä alemassa valointensiteetissä mitä kauempana 
optimilämpötilasta ollaan (Falkowski ja Raven 1997). Myös korjausmekanismi toimii sitä 
paremmin mitä lähempänä optimilämpötilaa ollaan. Tästä johtuen levä sietää korkeita 
valointensiteettejä heikommin optimilämpötilaa matalammissa lämpötiloissa (Huner ym. 
1993).  
 
Eilers ja Peeters (1988) kuvasivat valointensiteetin ja lämpötilan vaikutusta fotosynteesiin 
jakamalla absorboivien pigmenttien viritystason perustilaan (Q1), virittyneeseen tilaan (Q2) ja 
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inhiboituneeseen tilaan (Q3). Kuva 2 havainnollistaa valointensiteetin (I) vaikutusta 
pigmenttien viritystasoihin, sekä lämpötilan (T) vaikutusta pimeäreaktioihin ja inhiboituneen 
reaktiokeskuksen palautumiseen. Siirtymiset perustilasta virittyneeseen tilaan ja edelleen 
inhiboituneeseen tilaan ovat verrannollisia valointensiteettiin ja pimeäreaktiot sekä 
inhiboituneesta tilasta siirtyminen perustilaan ovat verrannollisia lämpötilaan (T). 
 
 
 
 
Kuva 2. Valon (I) ja lämpötilan (T) vaikutukset fotosynteesiin.  Valoa absorboivien 
pigmenttien viritystilat on jaettu perustilaan (Q1), virittyneeseen tilaan (Q2) ja 
inhiboituneeseen tilaan (Q3). Kuva modifioitu  lähteestä Eilers ja Peeters (1988).  
 
 
 
1.4. Tutkimuksen tarkoitus 
 
Pro gradu -työni tarkoitus on selvittää eräiden biopolttoainesovelluksiin mahdollisesti 
käyttökelpoisten mikroleväkantojen fotosynteesin vastetta valointensiteettiin ja lämpötilaan ja 
määrittää kunkin levän valo- ja lämpötilaoptimit. Yleensäkin ekofysiologinen 
mikrolevätutkimus biopolttoainesovelluksissa on vielä vähäistä. Tässä työssä tutkimus 
toteutettiin kasvattamalla mikroleviä niin monessa valo- ja lämpötilakombinaatiossa, että 
fotosynteesin valovastekäyrät eri lämpötiloissa oli mahdollista konstruoida. Kolme 
makeanveden leväkantaa (Chlorella pyrenoidosa, Euglena gracilis ja Selenastrum sp.) 
valittiin tutkimukseen, koska ne olivat aiemmissa kasvatuskokeissa osoittautuneet 
potentiaalisesti käyttökelpoisiksi kannoiksi. Aineistoon sovitettiin jo käytössä olevia 
empiirisiä malleja, jolloin pystyttiin estimoimaan kantakohtaisesti fotosynteesiparametrejä ja 
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vertailemaan näin koeleviä keskenään. Fotosynteesin määrittämiseen käytettiin 
radiohiilimenetelmää ja levien ekofysiologisen tilan arviointiin solukohtaista hiili- ja 
klorofyllipitoisuutta Työni on osa ALDIGA-yhteistyöprojektia, jossa pyritään kasvattamaan 
leviä tehokkaasti ja hyödyntämään saatu biomassa sekä biodieselinä että biokaasuna. 
Lopullisena päämääränä tutkimuksessa on arvioida mikrolevien soveltuvuutta 
massakasvatukseen Suomen oloissa.  
 
 
2. Aineisto ja menetelmät 
 
2.1. Käytetyt mikrolevät 
 
Tutkimuskohteiksi valittiin Chlorella pyrenoidosa UTEX 1230, Euglena gracilis CCAP 
1224/5Z ja Selenastrum sp., joista C. pyrenoidosa on peräisin Teksasin yliopiston 
kokoelmasta, E. gracilis CCAP-kokoelmasta (CCAP, Culture Collection of Algae and 
Protozoa, UK) kun taas Selenastrum-kanta on Suomessa hiljattain eristetty. C. pyrenoidosa 
on helposti kasvatettava ja hyvin nopeasti biomassaa kartuttava viherlevä. E. gracilis on 
silmälevä, jonka etuina ovat nopeakasvuisuus ja korkea öljypitoisuus (Mata 2010). FT Elina 
Peltomaan Iso-Ruuhijärvestä Lammin Evolta eristämä viherlevä Selenastrum sp. on 
menestynyt hyvin aiemmissa kasvatuskokeissa (Tikka 2009). Eri C. pyrenoidosa -kantojen on 
useiden tutkimusten perusteella todettu kasvavan parhaiten lämpötilavälillä 28,5–39,2 °C 
(Goldman ja Carpenter 1974). Myös E. gracilis on ollut yleinen tutkimuskohde, mutta 
valointensiteetin ja lämpötilan yhteisvaikutuksesta sen fotosynteesiin tai kasvuun on vain 
vähän tietoa. Cook (1966) käytti E. gracilis –kantaa, jonka optimilämpötila oli 29 °C. Koska 
tutkimani Selenastrum-kanta on vasta eristetty, kaikki siitä saatava tieto on uutta. 
Kirjallisuudessa yleisesti esiintyvän Selenastrum capricornutum -kannan kasvulle 
optimaaliseksi lämpötilaksi on arvioitu 24 °C (Reynolds ym. 1975), mutta Selenastrum 
minutum -kannan optimilämpötilaksi on määritetty 35,5 °C (Bouterfas ym. 2002). 
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2.2. Mikrolevien fotosynteesin mittaus 
 
2.2.1. Radiohiilimenetelmä 
 
Koska vesiekosysteemien planktonyhteisöjen perustuotantoa on mitattu eri menetelmillä jo 
vuosikymmenten ajan, ovat menetelmät fotosynteesin mittaukseen kehittyneitä ja tarkkoja 
(Reynolds 2006). Ne perustuvat fotosynteesireaktion stoikiometriaan ja fotosynteesinopeus 
voidaan määrittää tutkimalla joko lähtöaineita (hiilidioksidi ja vesi) tai reaktiotuotteita (happi, 
sokerit ja vesi) (Wetzel ja Likens 2000). Yleisimmät mittausmenetelmät ovat 
happimenetelmä ja radiohiilimenetelmä (Hancke ym. 2008). Happimenetelmässä mitataan 
yhteyttämisestä aiheutuvaa happipitoisuuden kasvua ja radiohiilimenetelmässä merkkiainetta 
hyväksikäyttäen sidotun hiilidioksidin määrää (Reynolds 2006). Fotosynteesin määritykseen 
voidaan käyttää myös ns. PSII-fluoresenssimenetelmää, jolla selvitetään fotosysteemi II:n 
elektroninsiirtotaso, mistä edelleen arvioidaan fotosynteesi (Hancke ym. 2008). Koska edellä 
mainitut menetelmät mittaavat fotosynteesireaktion eri vaiheiden tuotteita, kuvastavat ne eri 
prosesseja ja siksi niiden tulokset esim. lämpötilan kaltaisten ympäristömuuttujien suhteen 
voivat vaihdella.  
 
Tutkimuksessani käytin radiohiilimenetelmää, joka kertoo lyhyttä inkubointiaikaa 
käytettäessä lähinnä bruttofotosynteesin (Peterson 1980, Reynolds 2006, Hancke ym. 2008). 
Menetelmä on ollut käytössä jo yli 50 vuotta, ja siitä on tullut yleisin tapa tutkia 
perustuotantoa luonnossa ja vaihtelevien olosuhteiden vaikutusta fotosynteesiin (Reynolds 
2006, Boyd ym. 1997). Menetelmässä arvioidaan, kuinka paljon mikrolevät yhteyttäessään 
sitovat veteen liuennutta epäorgaanista hiiltä (dissolved inorganic carbon, DIC) (Peterson 
1980). Menetelmässä levää inkuboidaan koeolosuhteissa pulloissa, joihin on lisätty tunnettu 
määrä radioleimattua hiiltä (
14
C). Levät käyttävät leimaa samassa suhteessa kuin 
epäorgaanisen hiilen kokonaisvarantoa. Inkuboinnin jälkeen sitoutumattoman epäorgaanisen 
hiilen annetaan haihtua, ja levän sitoman 
14
C-leimatun epäorgaanisen hiilen määrä mitataan 
nestetuikelaskimella. Sidotun epäorgaanisen hiilen kokonaismäärä lasketaan seuraavasta 
verrannosta (Wetzel ja Likens 2000): 
 
              saatavilla oleva 
12
C       =      saatavilla oleva 14C 
sidottu 
12
C  sidottu 
14
C 
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Vaikka radiohiilimenetelmää pidetään luotettavana, on se saanut osakseen myös paljon 
kritiikkiä (Longhurst ym. 1995). Mittaukset perustuvat muun muassa siihen olettamukseen, 
että hengitys on yhtä suurta valossa ja pimeässä, vaikka valohengityksen tiedetään 
poikkeavan pimeähengityksestä (Petersen 1980, Yacobi ym. 2007). Radiohiilimenetelmää 
käytettäessä on myös syytä muistaa, että valossa tapahtuvaan hengitykseen eli 
fotorespiraatioon vaikuttaa muun muassa lämpötila (Borowitzka 2013). Vollenweider ja 
Nauwerck (1961) summasivat viisi neljän tunnin inkuboinnin tulosta yhteen ja vertasivat sitä 
yhtenäiseen 20 tunnin inkubointiin, jolloin selvisi, että pitkä inkubointiaika johti 
fotosynteesin aliarvioon. Radiohiilimenetelmää käytettäessä suositellaankin pitäytymään 
suhteellisen lyhyissä (maksimi noin 4 h) inkubointiajoissa. Tässä työssä käytetty 
inkubointiaika oli 4 h.  
 
 
2.2.2. Koeviljelmien esikasvatus 
 
Ennen varsinaisia fotosynteesi-inkubointeja leväkantoja esikasvatettiin. Esikasvatuksen 
tarkoituksena oli akklimatisoida kannat tuleviin inkubointilämpötiloihin, jotta levät eivät 
joutuisi kokemaan liian yhtäkkisiä lämpötilan muutoksia. Samalla voitiin määrittää jokaiselle 
kannalle inkubointien maksimilämpötilat. Esikasvatus tapahtui 250 ml:n 
kudosviljelmäpulloissa, joissa kaasujen vaihtuminen oli mahdollistettu ja hiilidioksidin saanti 
oli näin turvattu. Kasvatuksessa käytetty EG-liuos, jonka pH oli noin 7, sisälsi yltäkylläisesti 
ravinteita (liite 1). Näin hiilidioksidin ja ravinteiden vaikutukset levien kasvuun voitiin 
eliminoida. Leviä kasvatettiin kasvatuskaapissa (Sanyo MLR-350, Sanyo Electric Co. Ltd, 
Japani), jonka valo- ja lämpötilaolosuhteita voitiin kontrolloida. Kasvatuksessa noudatettiin 
valon vuorokausirytmiä (16 h valoa ja 8 h pimeää), ja valointensiteetti oli 150-180 μmol m-2 
s
-2
. Valointensiteetti mitattiin LI-COR 2π -anturilla, joka oli yhdistetty LI-COR 1400-
tiedonkeruuyksikköön. 
 
Käytetyt leväkannat olivat ei-akseenisia, unisellulaarisia puhdasviljelmiä, joten työskentely 
esikasvatusvaiheessa oli leväkontaminaation estämiseksi aseptista eli tapahtui 
laminaarivirtauskaapissa ja UV-säteilyä hyödyntäen. Inkuboinneissa käytettiin vain terveitä 
viljelmiä. Viljelmien kunto arvioitiin silmämääräisesti; terve viljelmä on vihreä, eikä siinä 
näy rihmamaisia rakenteita, selvää paakkuuntumista tai kellertävyyttä.  Kasvua viljelmissä 
seurattiin solumäärän laskennalla; näin varmistettiin se, että varsinaiset koeinkuboinnit tehtiin 
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leväviljelmillä, jotka olivat riittävän tiheitä, mutta edelleen eksponentiaalisessa kasvun 
vaiheessa. Solumäärät laskettiin 20 näkökentästä käyttäen Lundin kammioita (Lund 1959) ja 
tutkimusmikroskooppia (Leica, DM 1000, Saksa). E. gracilis -kannan solut laskettiin 100-
kertaisella ja muiden kantojen solut 200-kertaisella kokonaissuurennoksella. 
 
 
2.2.3. Fotosynteesikokeet 
 
Fotosynteesikokeet tehtiin kasvatuskaapissa (kts 2.2.2.) yhden kannan puhdasviljelmillä niin, 
että kaikkia kantoja inkuboitiin lämpötiloissa 10, 15, 20, 25 ja 30 °C. Kussakin lämpötilassa 
käytettiin kahdeksaa eri valaistusintensiteettiä, jotka vaihtelivat välillä 0,15-250 μmol m-2 s-1. 
C. pyrenoidosa -kannan kokeisiin lisättiin lämpötila 35 °C, mikä jäi maksimikoelämpötilaksi, 
sillä kanta ei enää kasvanut 40 °C:ssa. Koska E. gracilis ja Selenastrum sp. eivät 
esikasvatuksessa menestyneet 35 °C:ssa, jäi niiden korkeimmaksi koelämpötilaksi 30 °C. 
Valo-lämpötilayhdistelmiä oli C. pyrenoidosa -kannalla siis 48 ja kahdella muulla kannalla 
40. Kaikki kokeet tehtiin viidellä rinnakkaisella toistolla (kuva 3). Tuloksia laskettaessa 
käytettiin rinnakkaisten keskiarvoja, koska pimeänäytteet ja pimeäkontrollit eivät tässä 
menetelmässä ole pullokohtaiset. 
 
Valon lähteenä olivat kasvatuskaapin sivuseinillä sijaitsevat loisteputket (Osram lumilux de 
luxe daylight), ja valon intensiteettiä säädeltiin rasteroiduista piirtoheitinkalvoista tehtyjen 
neutraalisuodattimien avulla. Valointensiteetti mitattiin LI-COR 2π -anturilla, johon oli 
liitetty LI-COR 1400 -tiedonkeruuyksikkö. Kirkas, rasteroimaton kalvo suodatti valosta vain 
2-5 μmol m-2 s-1, mutta leviä kuitenkin inkuboitiin sekä täysin kirkkaan kalvon sisällä että 
ilman kalvoa. 
 
Jokaista valo-lämpötila -kombinaatiota varten pipetoitiin 20 ml lasisiin tuikepulloihin viiden 
rinnakkaisen lisäksi pimeänäyte sekä yksi kontrollinäyte. Kontrollinäytteiden solut tapettiin 
välittömästi lisäämällä pulloihin 0,2 ml väkevää formaliiniliuosta, minkä jälkeen kaikkiin 
pulloihin pipetoitiin 10 μl 14C-leimattua natriumbikarbonaattiliuosta (NaHCO3) 
käyttöliuoksesta, jonka aktiivisuus oli 10 μCi ml-1 (PerkinElmer NEC 086H001MC). Pimeä- 
ja kontrollipullot peitettiin huolellisesti foliolla. Pulloja inkuboitiin tarkalleen neljä tuntia 
kuvan 4 mukaisissa olosuhteissa. Koe lopetettiin välittömästi inkuboinnin jälkeen lisäämällä 
kaikkiin paitsi kontrollipulloihin 0,2 ml väkevää formaliinia. 
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Kuva 3. Mikrolevät fotosynteesikokeessa kasvatuskaapissa. Erilaiset valo-olosuhteet luotiin 
kuvassa näkyvillä, sylinterinmuotoisilla neutraalisuodattimilla, joiden sisään koepullot 
asetettiin. 
 
Mikrolevien sitoman epäorgaanisen hiilen määrittämiseksi pipetoitiin jokaisesta näytepullosta 
kaksi rinnakkaista 6 ml:n näytettä muovisiin 20 ml tuikepulloihin, joihin lisättiin sitten kaksi 
tippaa väkevää fosforihappoa (85 % H3PO4). Näytteet sekoitettiin hyvin ja jätettiin 
vetokaappiin seisomaan vähintään kahdeksi vuorokaudeksi, jonka aikana sitoutumaton 
epäorgaaninen hiili (ml. leimattu epäorgaaninen hiili) poistui ilmaan. Tämän jälkeen pulloihin 
lisättiin 9 ml Optiphase3-tuikenestettä ja ne ravisteltiin hyvin. Näytteiden radioaktiivisuus 
määritettiin nestetuikelaskimella (Tri-Carb 2800TR, PerkinElmer, Waltham, Massaschusetts, 
USA). Epäorgaanisen hiilen sidonta eli fotosynteesi laskettiin kaavan (1) mukaan. Liuenneen 
epäorgaanisen hiilen (DIC) määrä saatiin hiilianalysaattorilta (Apollo 9000hs). Menetelmässä 
näytevettä kuplitetaan kuplituskammiossa CO2-vapaalla ilmalla fosforihapon kanssa, jolloin 
karbonaattimuotoinen hiili muuttuu CO2-kaasuksi, jonka jälkeen sen määrä mitataan IR-
detektorilla. Pulloihin lisätty totaaliaktiivisuus määritettiin kolmesta satunnaisesti valitusta 
pullosta. Määritystä varten pulloista otettiin 0,5 ml näytettä muovisiin 20 ml tuikepulloihin, 
joihin lisättiin 0,5 ml etanolamiini-etanoli -liuosta ja lopuksi 9 ml Optiphase3 -tuikenestettä, 
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jonka jälkeen pullot ravisteltiin huolellisesti. Pimeäkontrollilla pyrittiin selvittämään 
abioottista 
14
C:n kiinnittymistä aineksen eli mikrolevien pinnalle. 
 
Sidotun hiilen konsentraatio laskettiin kaavasta: 
 
C = 1,06 * CDIC * (Rv – Rp) / (Rt – Rk), jossa                   (1) 
 
C = sidotun hiilen konsentraatio (mg l
-1
) 
1,06 = korjauskerroin 
CDIC = epäorgaanisen hiilen konsentraatio (mg l
-1
) 
Rv = valossa inkuboitujen näytteiden radioaktiivisuus (dpm) 
Rp = pimeänäytteiden radioaktiivisuus (dpm) 
Rt = näytteisiin lisätty radioaktiivisuus laskettuna samaan tilavuuteen kuin 
Rv, Rp ja Rk  (dpm) 
Rk = pimeäkontrollien radioaktiivisuus (dpm) 
 
Sidotun epäorgaanisen hiilen määrä ilmoitetaan lopulta hiilen määränä aikayksikössä ja se 
laskettiin solukohtaisesti (mg C solu
-1
 h
-1
). Korjauskerrointa 1,06 käytettiin, koska 
14
C-
isotoopin massa on hieman suurempi kuin luonnossa runsaimmin esiintyvän 
12
C-isotoopin, ja 
se assimiloituu siksi noin 6 % hitaammin (Wetzel ja Likens 2000).  
 
 
2.3. Kuivapainon ja klorofylli a -pitoisuuden määritys 
 
Kuivapainon määrittämiseksi suodatin imusuodatinlaitteistoa apuna käyttäen 
lasikuitusuodattimelle (Whatman GF/C, halkaisija 25 mm) tunnetun tilavuuden kutakin 
viljelmää. Ennen suodatusta suodattimet kuivattiin (4 h, 450 °C) ja punnittiin. Suodatuksen 
jälkeen suodattimet kuivattiin (vähintään 16 h, 75 °C) ja punnittiin uudelleen. 
 
Viljelmien klorofylli a -pitoisuuden määrittämiseksi suodatin jälleen imusuodatuslaitteistolla 
lasikuitusuodattimelle (Whatman GF/C, halkaisija 25 mm) tunnetun tilavuuden viljelmää ja 
pakastin (-18 °C) suodattimet myöhempää analyysiä varten. Klorofylliä analysoidessani 
kuumauutin (75 °C, 5 min) lasikuitusuodattimilta pigmentit denaturoimattomaan 90 % 
etanoliin (C2H5OH) (Keskitalo ja Salonen 1994). Huoneenlämpöisiksi jäähtyneet pimennetyt 
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näytteet kirkastin juuri ennen mittausta ruiskusuodattimella ja spektrofotometriset (Shimadzu 
UV-2100, läpivirtauskyvettinä Shimadzu sipper 260 L, Shimadzu Corporation, Kioto, Japani) 
absorbanssimittaukset tein aallonpituudella 665 nm. Taustan huomioin aallonpituudella 750 
nm. Laskin tulokset kaavalla klorofylli a (μg l-1) = (absorbanssi 665 - absorbanssi 750) / 83,4 
*1000 / suodatettu tilavuus (ml), missä absorptiokerroin on 83,4 l g
-1
 cm
-1
 (Wintermans ja De 
Mots 1965). 
 
 
2.4. Empiirisen tiedon matemaattinen esittäminen 
 
2.4.1. Fotosynteesin valovaste 
 
Fotosynteesin valovastekäyrä on empiirinen malli, jonka avulla tutkitaan selittävän muuttujan 
eli valointensiteetin vaikutusta selitettävään muuttujaan eli fotosynteesiin (Draper ja Smith 
1998). Valovastekäyrältä voidaan tyypillisesti erottaa kolme osaa; valorajoitteinen, 
valosaturoitunut ja fotoinhibitiivinen osa. Mallin yleisiä parametreja ovat Pmax, Iopt, α ja β eli 
fotosynteesin maksimi, valointensiteetin optimi, valonkäyttötehokkuus eli käyrän nousevan 
osan kulmakerroin sekä fotoinhibitiokerroin (MacIntyre ym. 2002) (kuva 4).  
 
 
Kuva 4. Esimerkki valovastekäyrästä, jossa α on valorajoittuneen osan kulmakerroin, PmaxT 
on valosaturoitunut osa eli optimaalisen valointensiteetin alue, joka riippuu lämpötilasta. β 
kuvaa liian voimakkaasta valointensiteetistä johtuvaa fotosynteesin tason laskua eli 
fotoinhibitiota. IoptT kuvaa optimaalista, lämpötilariippuvaista valointensiteettiä. 
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α ja β ovat harvoin kulmakertoimiltaan identtiset, mikä valovastemallin tulisi huomioida 
(Platt ym. 1980). PmaxT ilmaisee maksimaalisen fotosynteesin ja IoptT fotosynteesille 
optimaalisen valointensiteetin lämpötilassa T, eli ne kuvaavat käyrän valosaturoitunutta osaa. 
On tärkeää huomata, että vaikka fotosynteesin käynnistävät fotokemialliset reaktiot ovat 
riippumattomia lämpötilasta, myös esim. α:n suuruuteen vaikuttaa lämpötila, sillä 
fotokemiallisia reaktioita seuraavat biokemialliset reaktiot ovat lämpötilariippuvaisia (Duarte 
1995, Reynolds 2006).  
 
Valovastekäyrälle on kehitetty useita malleja, joiden sopivuus materiaaliin tulee 
tapauskohtaisesti testata (Duarte 1995, Bouterfas ym. 2002). Yhtälöissä käytetyt estimoitavat 
parametrit myös vaihtelevat, mutta maksimaalisen fotosynteesin parametri (PmaxT) löytyy 
kuitenkin lähes kaikista malleista. Oman aineistoni sovitin kahteen malliin, jotka molemmat 
huomioivat fotoinhibition ja arvioivat fotosynteesin maksimin koelämpötilassa (PmaxT), mutta 
muuten niiden parametrit eroavat toisistaan. Käyttämääni kolmen parametrin (α, β ja PmaxT) 
fotoinbitiivistä mallia (Platt ym. 1980) on myös hiljattain käytetty menestyksekkäästi 
suomalaiseen kasviplanktonaineistoon (Turunen 2011):  
 
P = PmaxT * (1 – exp( – α * I / PmaxT)) * exp( – β * I / PmaxT), jossa                  (2) 
 
P = havaittu fotosynteesi, eli sidottu hiili (mg C solu
-1
 h
-1
)  
PmaxT = fotosynteesin potentiaalinen maksimi (mg C solu
-1
 h
-1
) lämpötilassa T 
α = käyrän valorajoittuneen eli nousevan osan kulmakerroin, joka kuvaa 
valonkäyttötehokkuutta (mg C m
-2
 h
-1
 (µmol m
-2
 s
-1
)
-1
) 
 I = valointensiteetti (µmol m
-2
 s
-1
 ) 
β = käyrän fotoinhiboituneen eli laskevan osan kulmakerroin (mg C solu-1 h-1 
(µmol m
-2
 s
-1
)
-1
) 
 
Toinen käyttämäni funktio oli fotoinhibitiivinen malli, jossa oli myös kolme parametria 
(PmaxT, IoptT ja Bac) (Peeters ja Eilers 1978): 
 
P = PmaxT *2*(1+Bac)*(I/IoptT)/(((I/ IoptT)2)+2*Bac*(I/ IoptT)+1), jossa                 (3) 
 
P = havaittu fotosynteesi, eli sidottu hiili (mg C solu
-1
 h
-1
) 
PmaxT = fotosynteesin potentiaalinen maksimi (mg C solu
-1
 h
-1
) lämpötilassa T 
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I = valointensiteetti (µmol m
-2
 s
-1
) 
IoptT = optimaalinen valointensiteetti (µmol m
-2
 s
-1
) 
Bac = vaimennuskerroin 
 
Kaikki mallinnukset tehtiin Origin 8.6 -ohjelmalla käyttäen pienimmän neliösumman 
menetelmää. Origin 8.6 käyttää Levenberg-Marquardt -algoritmia käyrien sovitukseen. 
Mallien hyvyyttä kuvattiin p-arvolla ja selitysasteella (korjattu R
2
). p-arvo kuvaa mallin 
merkitsevyyttä ilmoittaen virheellisen päätelmän todennäköisyyden (Ranta ym. 2005). Mallin 
sopivuutta voidaan arvioida korjatulla R
2
-selitysasteella, joka ilmaisee, kuinka hyvin mallilla 
voidaan selittää riippumattomasta muuttujasta johtuvaa riippuvan muuttujan vaihtelua. 
 
 
2.4.2. Lämpötilavasteet 
 
Käytin empiiristä mallia arvioimaan lämpötilan vaikutusta fotosynteesin maksimitasoon. 
Lämpötilamalleja löytyy kirjallisuudesta huomattavasti vähemmän kuin valovastemalleja, 
eikä niiden välillä ole tehty kunnollista vertailua. Valitsin käyttööni mallin Lehman ym. 
(1975), sillä sitä on käytetty silloin, kun tavoitteena on ollut levien kasvattaminen 
fotobioreaktoreissa (Dauta 1990, Bouterfas ym. 2002, Mehlitz 2009, Aleya ym. 2011). Malli 
on epälineaarinen ja kuvaa fotosynteesimaksimin suhdetta lämpötilaan vinolla 
normaalijakaumalla. Tässä analyysissä fotosynteesin maksimiarvot on mallista Peeters ja 
eilers (1978): 
 
PmaxT = Pmax*exp(-2,3(T-Topt)2/B2), jossa                            (5) 
 
PmaxT = fotosynteesin maksimi tietyssä lämpötilassa (mg C solu
-1
 h
-1
) 
Pmax = maksimaalinen fotosynteesi (mg C solu
-1
 h
-1
) 
T = lämpötila (⁰C) 
Topt = optimaalinen lämpötila (⁰C) 
B = Tsup jos T > Topt tai Tinf jos T < Topt (⁰C) 
 
Tinf on korkein ja Tsup matalin lämpötila, kun PmaxT on 10 % Pmax:n arvosta. Samoin kuin 
valovastemalleissa arvioitiin lämpötilamallin sopivuus p-arvolla ja korjatulla R
2
-
selitysasteella. Malli ei tuottanut käyrää C. pyrenoidosa -kannalle, jollei osaa parametrien 
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arvoista vakioitu. Näin ollen Pmax vakioitiin niin, että tuloksena saataisiin mahdollisimman 
hyvä p-arvo ja selitysaste. Vakioinnin jälkeen p-arvo oli 0,013 ja selitysaste 0,88.  
 
Arvioin mikroleväkantojeni lämpötilavasteita myös yleisesti käytetyllä Arrheniuksen lakiin 
perustuvalla ns. Q10 -kertoimella, joka on johdettu Van’t Hoffin kemiallisen tasapainotilan 
termodynaamisesta yhtälöstä (Bernard ja Rémond 2012). Kerroin ilmaisee sen, kuinka paljon 
biologinen aktiivisuus lisääntyy, kun lämpötila nousee 10 ⁰C (Berges ym. 2002): 
 
Q10 = (P2/ P1)10/( T2- T1), jossa                    (4) 
 
 
P2= fotosynteesin taso lämpötilassa 2 (mg C solu
-1
 h
-1
) 
P1= fotosynteesin tason lämpötilassa 1 (mg C solu
-1
 h
-1
) 
T2= lämpötila 2 (⁰C) 
T1= lämpötila 1 (⁰C) 
 
Kaavassa T2 on se lämpötila, jolloin PmaxT on korkeimmillaan ja P1 taas 10 °C sitä matalampi 
lämpötila.  
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3. Tulokset 
 
3.1. Valovastekäyrät ja niiden mallinnus 
 
Kaikkien kolmen kannan fotosynteesiaineiston sovitus molempiin malleihin onnistui, sillä p-
arvo oli molemmissa malleissa kannasta riippumatta aina 0 ja selitysaste vaihteli 
ensimmäisessä fotoinhibitiivessä mallissa (Platt ym. 1980) välillä 0,58-0,99 (ka=0,89) ja 
toisessa (Peeters ja Eilers 1978) välillä 0,72-0,99 (ka=0,95). Molemmat mallit myös 
ennustavat hyvin fotosynteesin eksponentiaalisen kasvun ennen optimaalisen 
valointensiteetin saavuttamista sekä liiallisen valointensiteetin aiheuttaman fotosynteesin 
laskun eli fotoinhibition.  
 
Mallien sopivuutta vertailtiin Akaiken informaatiokriteerillä (Akaike’s information criterion, 
AIC). AIC vertaa malleja huomioiden mallin tilastollisen hyvyyden, yhteensopivuuden 
havaintoaineiston kanssa ja mallissa olevien parametrien määrän (Shumway ja Stoffer 2006). 
Näin arvioituna malli Peeters ja Eilers (1978) osoittautui sopivammaksi kaikille käyttämilleni 
leväkannoille. Mallin etu on myös siinä, että se arvioi fotosynteesille optimaalisen 
valointensiteetin (IoptT) eli pisteen, jossa fotosynteesi saturoituu valolle, mikä helpotti tulosten 
jatkoanalysointia. Kuvissa 5-7 on esitetty havaintopisteet yhdessä mallien tuottamien 
valovastekäyrien kanssa. Taulukoissa 1 ja 2 on esitetty mallien antamat parametrien 
estimaatit. Mallin Peeters ja Eilers (1978) parametri IoptT vaihteli C. pyrenoidosa -kannalla 
välillä 121-242 µmol m
-2
 s
-1
, E. gracilis -kannalla välillä 117-161 µmol m
-2
 s
-1
 ja 
Selenastrum-kannalla välillä 126-175 µmol m
-2
 s
-1
. 
 
 
 
 
 
 
 
  
22 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 5. Chlorella pyrenoidosa -kannan fotosynteesin taso (mg C solu
-1
 h
-1⋅10-7) suhteessa 
valonintensiteettiin (µmol m
-2
 s
-1
) sovitettuna valovastekäyrämalleihin. Katkoviiva on mallin 
Platt ym. (1980) mukainen ja yhtenäinen viiva mallin Peeters ja Eilers (1978) mukainen. 
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Kuva 6. Euglena gracilis -kannan fotosynteesin taso (mg C solu
-1
 h
-1⋅10-7) suhteessa 
valonintensiteettiin (µmol m
-2
 s
-1
) sovitettuna valovastekäyrämalleihin. Katkoviiva on mallin 
Platt ym. (1980) mukainen ja yhtenäinen viiva mallin Peeters ja Eilers (1978) mukainen. 
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Kuva 7. Selenastrum -kannan fotosynteesin taso (mg C solu
-1
 h
-1⋅10-7) suhteessa 
valonintensiteettiin (µmol m
-2
 s
-1
) sovitettuna valovastekäyrämalleihin. Katkoviiva on mallin 
Platt ym. (1980) mukainen ja yhtenäinen viiva mallin Peeters ja Eilers (1978) mukainen. 
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Taulukko 1. Mallista Platt ym. (1980) saadut parametrien PmaxT (mg C solu
-1
 h
-1⋅10-7), α, β 
arvot eri lämpötiloissa. Suurimmat arvot on tummennettu kantakohtaisesti. 
Kanta Parametri Lämpötila (°C)         
  
10 15 20 25 30 35 
Chlorella 
pyrenoidosa 
PmaxT  17 249 58 25 46 41 
 
α 0,25 2,61 0,54 0,24 0,29 0,16 
 
β 0,06 0,58 0,06 0,01 0,07 0,07 
Euglena gracilis PmaxT 95 368 1267 2213 941  
 
α 1,90 4,69 11,11 9,00 11,06 
 
 
β 0,25 1,04 2,61 3,82 0,85 
 
Selenastrum sp. PmaxT 40 149 161 139 67  
 
α 1,10 2,24 2,17 1,43 0,77 
 
  β 0,02 0,22 0,25 0,23 0,03 
 
 
 
 
 
Taulukko 2. Mallista Peeters ja Eilers (1978) saadut parametrien PmaxT (mg C solu
-1
 h
-1⋅10-7), 
IoptT (µmol m
-2
 s
-1
) arvot eri lämpötiloissa. Suurimmat arvot on tummennettu kantakohtaisesti. 
Kanta Parametri Lämpötila (°C)         
  
10 15 20 25 30 35 
Chlorella 
pyrenoidosa 
PmaxT  14 160 41 20 25 16 
 
IoptT 121 140 186 220 242 241 
Euglena gracilis PmaxT 90 231 823 1082 745  
 
IoptT 117 128 142 152 161  
Selenastrum sp. PmaxT 41 117 120 93 57  
  IoptT 126 137 143 155 175  
 
 
Malli Platt ym. (1980) selvästi yliarvioi fotosynteesin maksimin, jos β:n eli fotoinhibitiivisen 
osuuden kulmakerrointa ei vakioitu. Näin ollen kulmakerroin jouduttiin laskemaan 
havaituista arvoista, ja sen arvo vakioitiin sovitettaessa aineistoa malliin. 
Valonkäyttötehokkuutta ilmentävän parametrin α arvolla ei ollut yhteyttä lämpötilan kanssa, 
mikä saattaa osin johtua siitä, että β:n arvo jouduttiin malliajoissa vakioimaan. α on 
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huomattavasti suurempi E. gracilis -kannalla (solupaino ka: 7,7 ⋅10-10 g) kuin C. pyrenoidosa 
-kannalla (solupaino ka: 0,3 ⋅10-10g) ja Selenastrum-kannalla (solupaino ka: 1,1 ⋅10-10g), sillä 
E. gracilis -kannan solut ovat suuria ja sisältävät näin ollen enemmän klorofylliä.. Vaikka 
molemmat mallit ilmentävät fotoinhibitiota, mallin Peeters ja Eilers (1978) mukaisissa 
sovituksissa fotoinhibitio on huomattavasti voimakkaampaa kuin sovitettaessa aineistoon 
mallia Platt ym. (1980). 
 
 
3.2. Lämpötilariippuvuudet 
 
Fotosynteesille optimaalinen valointensiteetti kasvoi sitä mukaa kuin lämpötila kasvoi (kuva 
8). Optimaalisen valointensiteetin (IoptT) ja lämpötilan (T) välinen riippuvuus vahvistettiin 
regressioanalyysillä (kuva 7), jossa kaikkien kolmen leväkannan osalta p-arvo oli alle 0,01 ja 
selitysaste yli 90 % (C. pyrenoidosa, p= 0,0016 ja R
2
=0,92; E. gracilis p= 0,0001 ja R
2
=0,99; 
Selenastrum sp. p=0,0034 ja R
2
=0,95).  IoptT vaihteli kannoittain; C. pyrenoidosa -kannan 
fotosynteesi saavutti IoptT:n selvästi korkeammissa valonintensiteeteissä kuin E. gracilis -
kannan ja Selenastrum-kannan fotosynteesi. Näin ollen C. pyrenoidosa -kannan fotosynteesi 
inhiboituu voimakkaammassa valossa kuin E. gracilis - ja Selenastrum-kannan. 
 
 
 
Kuva 8. Optimaalisen valointensiteetin ( IoptT) ja lämpötilan (T) välinen riippuvuus. IoptT:n 
arvot johdettu mallista Peeters ja Eilers (1978).  
 
 
Malli Lehman ym. (1975) sopi yleisesti ottaen hyvin kuvaamaan fotosynteesimaksimin 
lämpötilavastetta, sillä p:n arvo ja R
2
-arvo olivat E. gracilis -kannalla 0,058 ja 0,98, ja 
Selenastrum-kannalla 0,005 ja 0,99.  C. pyrenoidosa -kannalle mallia ei kuitenkaan saatu 
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Chlorella pyrenoidosa Selenastrum sp. Euglena gracilis 
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sovitettua ilman, että Pmax vakioitiin niin, että tuloksena saataisiin mahdollisimman hyvä p-
arvo ja selitysaste. Graafinen esitys mallin Lehman ym. (1975) sovituksesta on kuvassa 9 ja 
taulukossa 3 on esitetty mallin antamat parametrien arvot sekä Q10-arvot. 
 
 
 
 
 
Kuva 9.  Maksimaalisen fotosynteesin tason (PmaxT) vaihtelu suhteessa lämpötilaan (T) 
Chlorella pyrenoidosa -kannalla, Euglena gracilis -kannalla ja Selenastrum-kannalla. 
Maksimaalisen fotosynteesin tasot on johdettu mallista Peeters ja Eilersin (1978) ja sovitettu 
sitten malliin Lehman ym. (1978). 
 
 
C. pyrenoidosa yhteytti parhaiten kaikkein alhaisimmassa lämpötilassa, 15 °C:ssa. 
Selenastrum-kannan fotosynteesille optimaalinen lämpötila oli 16,7 °C ja E. gracilis -kannan 
24,1 °C. Tinf:n ja Tsup:n arvot olivat C. pyrenoidosa -kannalla 10,1 ja 22,7, E. gracilis -
kannalla 12,7 ja 38,6, ja Selenastrum-kannalla 7,1 ja 39,5 °C. E. gracilis -kannan Q10 – arvot 
laskettiin välille 15–25 °C ja Selenastrum-kannan välille 10-20 °C, jolloin arvot olivat 
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vastaavasti 4,7 ja 2,9. Koska C. pyrenoidosa fotosyntetisoi parhaiten 15 °C:ssa, sen Q10 
laskettiin välille 10-15 °C, jolloin päädyttiin arvoon 3,7. 
 
 
Taulukko 3. Mallin Lehman ym. (1975) parametrien Tinf, Topt, Tsup (°C) ja Iopt (µmol m
-2
 s
-1
) 
arvot sekä Q10-arvot kaikille kolmelle käytetylle mikroleväkannalle 
Kanta   Tinf Topt Tsup Iopt Q10 
Chlorella pyrenoidosa 
 
10,1 15,0 22,7 222 3,69 
Euglena gracilis 
 
12,7 24,1 38,6 152 4,68 
Selenastrum sp.   7,1 16,7 39,5 154 2,90 
 
 
3.3. Levien fysiologinen tila 
 
Kasvatuksissa käytettyjen levien fysiologinen tila vaihteli eri lämpötiloissa. Klorofylli a -
pitoisuuden suhteessa lämpötilaan onkin selvä trendi; lämpötilan kasvaessa klorofylli a:n 
prosentuaalinen osuus solun kuivapainosta lisääntyy (kuvat 10 ja 11). Tämä viittaa siihen, 
että korkeammassa lämpötilassa inkuboidut levät, joilla on korkeampi klorofylli a -pitoisuus, 
yhteyttäisivät paremmin matalimmissa valonintensiteeteissä, mutta näin ei kuitenkaan 
tapahtunut. Solupainolla ja lämpötilalla ei ollut yhteyttä, eikä korrelaatiota ollut myöskään 
solupainolla ja klorofylli a -pitoisuudella.  
 
 
 
Kuva 10. Lämpötila-akklimatisoitujen leväsolujen fysiologinen tila koelämpötiloissa ennen 
inkubointia. Kuvassa solukohtainen prosentuaalinen klorofylli a -pitoisuus mitattuna 
kuivapainosta. Solupaino on prosentuaalinen niin, että vertailun helpottamiseksi jokaisen 
kannan painavin solu=100%. 
Chlorella pyrenoidosa Selenastrum sp. Euglena gracilis 
Lämpötila °C 
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Kuva 11. Lämpötila-akklimatisoitujen leväsolujen fysiologinen tila koelämpötiloissa ennen 
inkubointia. Kuvassa solukohtainen kuivapaino. Solupaino on prosentuaalinen niin, että 
vertailun helpottamiseksi jokaisen kannan painavin solu=100%. 
 
 
4. Tulosten tarkastelu 
 
4.1. Mallit, niiden erot ja vertailu 
 
Käytin tutkielmassani kasvun tarkasteluun kehitettyjä malleja, mutta ne sopivat myös 
fotosynteesin mallintamiseen. On huomioitava, että vaikka fotosynteesiä ja kasvua 
mallinnetaan samoilla yhtälöillä, fotosynteesiä koskevia määreitä, kuten fotosynteesille 
optimaalista lämpötilaa ja valointensiteettiä ei voida yleistää koskemaan myös kasvua, sillä 
fotosynteesi on vain yksi lukuisista kasvuun vaikuttavista tekijöistä. Valointensiteetin ja 
kasvun suhdetta kuvamaan löytyy kirjallisuudesta useita malleja, toisin kuin lämpötilan ja 
kasvun suhdetta, jonka kuvaamisen käytetään edelleen usein yksinkertaistavaa Arrheniuksen 
lakia eli Q10-arvoja (Bernard ja Rémond 2012). Valointensiteetin vaikutusta fotosynteesiin 
kuvaamaan valittiin kaksi usein käytettyä mallia (Dauta ym. 1993, Ojala 1993, Bouterfas ym. 
2002, Aleya ym. 2011, Turunen 2011, Bernard ja Rémond 2012). Molemmat käyttämäni 
mallit tuottivat toivotunlaisen valovastekäyrän, mutta mallin Platt ym. (1980) sovittaminen ei 
ollut ongelmatonta, sillä se yliarvioi maksimaalista fotosynteesiä huomattavasti. Myös 
aiemmissa tutkimuksissa malli on usein arvioinut maksimaalisen kasvun hyvin korkeaksi 
(Ojala 1993, Bouterfas ym. 2002, Turunen 2011). Mallista tekee myös ongelmallisen se, että 
fotoinhibitiota kuvaavaa β-parametria voi joutua vakioimaan (Turunen 2011), kuten minäkin 
päädyin tekemään tutkielmassani, so. malli on tältä osin ikään kuin epäjatkuva. Tämä saattaa 
johtaa virheellisiin parametrien arvioihin. Siksi käyttäisin tulevaisuudessa vastaavanlaiseen 
aineistoon mieluiten vaihtoehtoista mallia. Esimerkiksi malli Peeters ja Eilers (1978) sopi 
Chlorella pyrenoidosa Euglena gracilis Selenastrum sp. 
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aineistooni huomattavasti paremmin, ja mallin antamat parametrit olivat työssäni 
käyttökelpoisempia, mikä lisäsi mallin mielekkyyttä. Mallia on käytetty menestyksekkäästi 
arvioitaessa muun muassa Selenastrum minutum, Coelastrum microporum f. astroidea - ja 
Cosmarium subprotumidum -mikrolevien (Bouterfas ym. 2002) ja Chlorella vulgaris -, 
Fragilaria crotonensis-, Staurastrum pingue - ja Synechocystis minima -mikrolevien (Dauta 
1990) kasvua suhteessa valointensiteettiin. Kaikki edellä mainitut levät ovat peräisin 
makeanveden ympäristöistä. 
 
Useampien mallien sovittaminen mikrolevien fotosynteesin tai kasvun arvioimiseksi 
suhteessa valointensiteettiin on mielestäni kannattavaa sillä, a) mallien vertailulla voidaan 
löytää aineistoon parhaiten sopiva malli, ja b) eri mallit käyttävät eri parametreja, mikä 
kasvattaa kokeista saatavaa tietoa, eli on tiedonlouhinnan kannalta oleellista. Kokeilumielessä 
sovitin aineistoon edellisten valovastekäyrämallien lisäksi vielä toistaiseksi harvoin käytetyn 
mallin Muller-Feuga (1999), mutta se sopi aineistooni mallia Peeters ja Eilers (1978) 
huonommin, joten jätin sen pois tuloksista. Olisi ollut mielenkiintoista ja 
massakasvatussovellusten kannalta hyödyllistä käyttää mallia, joka olisi arvioinut sen 
valointensiteetin, mistä fotoinhibitio alkaa, mutta kirjallisuudesta ei löytynyt tällaista 
parametria sisältävää mallia. 
 
Vaikka Q10-lämpötilakerrointa käytetään yleisesti arvioitaessa lämpötilan vaikutusta 
mikrolevien kasvuun ja fotosynteesin tasoon, on kerroin saanut paljon kritiikkiä 
kirjallisuudessa, sillä se olettaa, että mitattavan biokemiallisen reaktion taso kasvaa 
lineaarisesti määritellyn lämpötilan vaihteluvälin sisällä. Koska fotosynteesissä toimii 
useampi kemiallinen reaktio (mm. elektronien kuljetus ja korjausmekanismit), ei 
fotosynteesin nousu suhteessa lämpötilaan ole aina lineaarista, joten yhtä lämpötilakerrointa 
ei voida yleistää koskemaan kaikkia reaktioita (Falkowski ja Raven 1997). Q10-arvot 
vaihtelevat myös sen mukaan, mitä lämpötilan vaihteluväliä tarkastellaan ja mikä on 
tutkimusolosuhteiden valointensiteetti (Goldman ja Carpenter 1974). Q10-lämpötilakerroin ei 
myöskään arvioi oletettua optimia korkeampien lämpötilojen vaikutusta, mikä olisi oleellista 
tehokkaiden kasvatusolosuhteiden määrittelyssä. Sisällytin Q10-arvot tutkielmaani tästä 
huolimatta, sillä ne löytyvät useimmiten saman aihepiirin kirjallisuudesta.  
 
Valitsin mallin Lehman ym. (1975) suppeasta lämpötilakäyrämallien valikoimasta 
kuvaamaan lämpötilan epälineaarista vaikutusta mikrolevien fotosynteesiin, sillä siinä 
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käytetyt parametrit ovat käyttökelpoisia mikrolevien viljelyssä. Ko. mallia on käytetty 
menestyksekkäästi arviomaan lämpötilan vaikutusta kasvuun jo edellä mainittujen lajien 
(Dauta 1990, Bouterfas 2002) lisäksi muun muassa suolaisen veden Nanochloropsis gaditana 
-, Pavlova lutheri -, Tetraselmis chuii - and Chaetoceros muelleri -mikrolevillä (Richards ja 
Mullins 2013). Malli Lehman ym. (1975) ei sopinut koko aineistoon toivotulla tavalla, sillä C. 
pyrenoidosa -kannan tapauksessa yhden parametrin arvo jouduttiin vakioimaan. Malli tuotti 
silti parametrien arvot, jotka ovat hyvin linjassa havaintojen kanssa.  
 
 
4.2. Valointensiteetin ja lämpötilan vaikutuksen keskeiset parametrit 
 
Vaikka fotobioreaktoreiden olosuhteita voidaan säädellä paremmin kuin avoimien 
ulkoaltaiden, reaktoreidenkin olosuhteiden puitteet määräytyvät perusresursseista eli 
säteilyenergian määrästä ja lämpötilasta (Tredici 2004). Taulukossa 4 on esitetty tutkielmani 
keskeisimpien parametrien arvot. Pmax:n ja Topt:n lisäksi kiinnostavia parametreja 
fotobioreaktoreissa tapahtuvaa viljelyä ajatellen sekä levien ekofysiologiaa tarkasteltaessa 
ovat IoptT:n vaihteluväli ja Tsup:n ja Tinf:n erotus, sillä niiden avulla voidaan selvittää 
millaisessa ”olosuhdeikkunassa” levät yhteyttävät parhaiten, eli kuinka tarkkaan 
kontrolloituja tulee fotobioreaktoreiden olosuhteiden olla. Tämän vuoksi viljeltäviltä 
mikroleviltä vaaditaan juostavuutta lämpötila- ja valointensiteettivaatimusten osalta. Levien 
tulee siis olla robusteja ympäristövaatimustensa suhteen. Käyttämistäni mikrolevistä C. 
pyrenoidosa –kannalla oli suurin sieto valaistusoptimin suhteen, kun taas lämpötilan 
vaihtelua parhaiten sieti kotimainen Selenastrum sp. –kanta. 
 
Taulukko 4. Keskeisimmät malleista Lehman ym. (1975) ja Peeters ja Eilers (1978) johdetut 
fotosynteesin tasoon liittyvät parametrien arvot Pmax (mg C solu
-1
 h
-1⋅10-7), IoptT:n vaihteluväli 
(µmol m
-2
 s
-1
) kun lämpötila oli 10–30 (35) °C, Topt (°C) ja Tsup-Tinf (°C) Chlorella 
pyrenoidosa -, Euglena gracilis - ja Selenastrum-kannoille. 
Kanta Pmax 
IoptT:n 
vaihteluväli 
Topt Tsup-Tinf Q10 
Chlorella pyrenoidosa 160 121–242 15 12,6 3,69 
Euglena gracilis 1082 117–161 24,1 25,9 4,68 
Selenastrum sp. 120 126–175 16,7 32,4 2,90 
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Koska solujen koko vaihtelee huomattavasti, ei Pmax:n absoluuttisia arvoja voi suoraan 
verrata keskenään. Tutkimukseni suurikokoisin leväkanta oli E. gracilis, joka on 
moninkertaisesti kookkaampi kuin käyttämäni Selenastrum sp. ja kokeeni pienisoluisin C. 
pyrenoidosa. Jos sidotun hiilen määrä suhteutetaan keskimääräiseen solukokoon, yhteytti 
yksi C. pyrenoidosa -solu noin viisi kertaa enemmän kuin E. gracilis -kannan ja Selenastrum-
kannan solut. 
 
 
4.2.1. Valointensiteetin vaikutus 
 
Kaikilla lajeilla fotosynteesi laski, jos valointensiteetti oli optimaalisen valointensiteetin (IoptT) 
vaihteluvälin arvoja pienempi tai suurempi, mikä vahvistaa kirjallisuudessa ilmenneen 
väitteen, että matalat tai korkeat valointensiteetit eivät voi ylläpitää maksimaalisen 
fotosynteesiä (Bouterfas ym. 2002). Kaikkien tutkimuskantojen IoptT oli 10 ⁰C:ssa lähellä 
arvoa 120 µmol m
-2
 s
-1
 ja kantojen erot valointensiteetin suhteen tulivat selvästi esille vasta 
korkeammissa lämpötiloissa. Kun inkubointilämpötila oli 30 °C, C. pyrenoidosa -kannan IoptT 
oli 242, E. gracilis -kannan 161 ja Selenastrum-kannan 175 µmol m
-2
 s
-1
. Koska IoptT:n 
ylittävä valon määrä inhiboi fotosynteesiä, voidaan todeta, että E. gracilis -kannan ja 
Selenastrum -kannan fotosynteesi inhiboitui paljon matalammissa valointensiteeteissä kun C. 
pyrenoidosa -kannan fotosynteesi, joka näin ollen sieti tutkittavista kannoista parhaiten 
korkeita valointensiteettejä. Vaikka fotoakklimatisaatio voi vaikuttaa mikrolevien 
valonsietokykyyn (Neale 2013), ei C. pyrenoidosa -kannan muita kantoja korkeampaa 
valotoleranssia voida kyseisellä ilmiöllä selittää, sillä kaikkien kantojen koeviljelmät 
esikasvatettiin samassa valointensiteetissä (noin 150-180 μmol m-2 s-2). Neale (2013) on 
esittänyt, että korkeita valointensiteettejä sietävä levä ei pystyisi yhteyttämään hyvin vähässä 
valossa, mikä ei kuitenkaan toteutunut tutkimuksessani, sillä tutkimuskannoistani C. 
pyrenoidosa oli ainoa, joka yhteytti vielä, kun valoa oli vain 0,15 µmol m
-2
 s
-1
. Näin ollen 
voidaan sanoa, että C. pyrenoidosa -kannalla on tutkimuskannoistani korkein ja laajin 
valonsietokyky. Mikään tutkimistani leväkannoista ei vaatinut korkeaa valointensiteettiä (≥ 
400 µmol m
-2
 s
-1
) maksimaalisen fotosynteesin saavuttamiseen, vaikka viherlevät, kuten C. 
pyrenoidosa ja Selenastrum -kannat, ovat yleisesti ottaen muita leväryhmiä sopeutuneempia 
korkeisiin valointensiteetteihin (Bouterfas ym. 2002). 
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Näin ollen oletusten mukaisesti levät sietivät suurempia valointensiteettejä korkeassa 
lämpötilassa, mutta optimilämpötilan saavuttamisen jälkeen yhteyttämisen taso ei enää 
noussut lämpötilan noustessa. Tämä osoittaa selvästi keskinäisen riippuvuuden fotosynteesin, 
valointensiteetin ja lämpötilan välillä, kuten myös Bouterfas ryhmineen (2002) huomasi.  
 
 
4.2.2. Lämpötilan vaikutus 
 
Q10-arvo kertoo organismin lämpötilaherkkyydestä; suuri Q10-arvo indikoi sitä, että 
kasvavalla lämpötilalla on merkittävä vaikutus tutkittavaan kemialliseen reaktioon. 
Tutkimuskantojeni Q10-arvot vastasivat tavallisesti kirjallisuudessa esiintyviä arvoja, ja 
kaikilla kannoilla arvot olivat korkeat, mikä merkitsee, että fotosynteesi on lämpötilaherkkä 
prosessi. Lämpötilan kasvulla oli eniten vaikutusta E. gracilis -kantaan (Q10 = 4,68), sitten C. 
pyrenoidosa -kantaan (Q10 = 3,69) ja vähiten Selenastrum -kantaan (Q10 = 2,90). Koska myös 
Selenastrum-kannan Tsup:n ja Tinf:n erotus oli suurin, voidaan tulkita, että tutkimuskannoistani 
Selenastrum sp. oli kaikkein tolerantein lämpötilan suhteen. Tämä voi olla tulosta siitä, että 
käyttämäni Selenastrum sp. on vasta hiljattain eristetty luonnosta, jossa olosuhteet vaihtelevat 
hyvin paljon. Sen sijaan käyttämiäni C. pyenoidosa- ja E. gracilis -kantoja on ylläpidetty 
kauan viljelmien stabiileissa olosuhteissa, jolloin myös niiden perimä on saattanut köyhtyä ja 
johtanut heikompaan adaptaatiokykyyn. 
 
Oletusten mukaisesti kaikki kokeen mikroleväkannat olivat mesofiilisiä, eli niiden 
optimilämpötila on noin 15–35 °C. Mesofiilisten kantojen on todettu olevan sopivimpia 
kandidaatteja kaupalliseen leväviljelyyn (Richmond 1986). Borowitzka (2013) on esittänyt, 
että eurytermiset kannat olisivat helpompia viljellä, sillä suuremman lämpötilatoleranssinsa 
ansiosta ne eivät vaatisi yhtä tiukkaa lämpötilan kontrollointia kuin stenotermiset kannat. 
Tutkimukseni odottamattomin tulos oli, että käyttämäni C. pyrenoidosa -kanta yhteytti 
parhaiten 15 °C:ssa, sillä kirjallisuudessa saman lajin ja muiden Chlorella-kantojen kasvun 
optimilämpötila on huomattavasti korkeampi (Goldman ja Carpenter 1974, Aleya 2011). 
Tulosten ero johtuu todennäköisesti siitä, että mikrolevien kasvuun sisältyy useita muita 
kemiallisia reaktioita fotosynteesin lisäksi. Näin ollen myös tutkimukseni osoitti, ettei voida 
olettaa, että fotosynteesiä koskevien parametrien arvot olisivat yhtäläiset kasvun parametrien 
arvojen kanssa. Tutkimuskannoistani E. gracilis yhteytti parhaiten kaikkein korkeimmassa 
lämpötilassa (24,1 °C), mikä on oletuksia vastaava tulos (Reynolds 2006). Selenastrum-
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kannan optimilämpötila fotosynteesille oli myös suhteellisen alhainen 16,7 °C, mitä voidaan 
selittää kannan pohjoisella alkuperällä. Tutkimuskannoistani eurytermisin oli siis 
Selenastrum sp., sillä sen Tsup:n ja Tinf:n erotus oli 32,4 °C. E. gracilis -kannalla vastaava luku 
oli vähän alhaisempi 25,9 °C. Sen sijaan C. pyrenoidosa -kannalla luku oli huomattavasti 
alhaisempi 12,6 °C ja jo käyrän perusteella voidaan sanoa, että kanta on stenoterminen (kuva 
8).  
 
 
4.3. Johtopäätökset 
 
Tutkimukseni osoittaa, että mikrolevien fotosynteesin vaatimukset lämpötilan ja 
valointensiteetin suhteen vaihtelevat myös kannoilla, joiden on oletettu olevan samankaltaisia. 
Jatkotutkimusta ajatellen olisi mielenkiintoista tarkastella tutkimuskantojeni kasvun 
parametrien arvoja ja verrata niitä fotosynteesin arvoihin. Uusi malli, joka ennustaisi kasvun 
vaatimukset fotosynteesin tason arvoista, säästäisi resursseja, sillä mikrolevien kasvun 
määrittäminen vie huomattavasti enemmän aikaa kuin fotosynteesin määrittäminen. Samoin 
malli, joka arvioisi valointensiteetin, jossa fotoinhibitio alkaa, olisi hyödyllinen. Tällaisen 
mallin avulla voitaisiin tehokkaasti välttää liian korkeita valointensiteettejä. Myös malli, jossa 
olisi mukana mikrolevien lipidipitoisuus, olisi varsinkin biodieselsovelluksissa hyödyllinen. 
 
Levien ekofysiologiaa kuvaavien mallien nykytarjonnasta huomaa, että ne kehitetty 
ekologiseen tutkimukseen eikä kaupallisiin, levien massakasvatuksiin perustuviin 
sovelluksiin. Vaikka leviä on viljelty jo vuosisatojen ajan, on tähän päivään asti kultivointi 
tapahtunut luonnon ehdoilla, eikä tarkoille parametreille ole ollut käyttöä. 
Fotobioreaktoreiden kehittyminen on kuitenkin mullistamassa mikrolevien massakasvatuksen 
ja mallien käyttö ja kehittäminen on tehokkaan tuotannon edellytys. 
 
Biopolttoainesovelluksiin sopivan mikrolevän tulisi 1) kyetä hyödyntämään fotonien energia 
mahdollisimman tehokkaasti eli yhteyttämään jo matalassa valointensiteetissä, 2) sietää myös 
korkeaa valointensiteettiä ja 3) omata hyvä lämpötilatoleranssi. Tämä tarkoittaa, että 
viljeltäviltä kannoilta vaaditaan kestävyyttä ja joustavuutta eli robustisuutta (englanniksi 
robustness). Tietojenkäsittelytieteen professori Gribble (2001) määritteli robustisuuden 
osuvasti: ”Robustisuus on systeemin kyky toimia oikein useiden eri operatiivisten 
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reunaehtojen alaisuudessa ja epäonnistua tahdikkaasti niiden ulkopuolella”. Kokeiden 
perusteella tutkimuskannoistani mikään ei ollut ylivertaisesti robustein, mutta C. pyrenoidosa 
ja Selenastrum sp. vaikuttavat kestävämmiltä kuin E. gracilis. C. pyrenoidosa -kannan 
solukokoon suhteutettu yhteyttämiskyky oli kuitenkin omaa luokkaansa, joten työni 
perusteella tutkimuskannoista C. pyrenoidosa olisi paras valinta biopolttoainekasvatuksiin. 
 
On kuitenkin hyvä muistaa, että minkään tutkimuksen arviot optimaalisesta 
valointensiteetistä tai lämpötilasta eivät ole absoluuttisia totuuksia, sillä mikrolevillä on hyvä 
kyky sopeutua fysiologisesti (akklimatisaatio) tai geneettisesti (adaptaatio) ympäristön 
olosuhteiden muutoksiin (Reynolds 2006). Myös sopeutumiskyky vaihtelee kannoittain sen 
mukaan, mitä joustavampi kannan genomi on (Aleya ym. 2011). Esimerkiksi eräiden 
Selenastrum-kantojen tiedetään akklimatisoituvan nopeasti lämpötilan muutoksiin (Bouterfas 
2002). Sen sijaan, jos kanta on geneettisesti adaptoitunut vakaisiin olosuhteisiin, saattaa sen 
sopeutumiskyky olla heikko (Aleya ym. 2011). Aleya ym. (2011) toteavatkin, että samaan 
lajiin nimetyt ja morfologisesti samanlaiset mikrolevät eivät välttämättä anna odotettua, 
yhdenmukaista vastetta tutkittaessa niiden reaktiota vaihtelevissa olosuhteissa. 
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7. Liitteet 
 
 
Liite 1. Levien kasvatusliuos EG (Culture Collection of Algae and Protozoa, CCAP, 
Dunstaffnage Marine Laboratory, Oban, Argyll,UK) 
 
 
 
EG Medium (Euglena gracilis Medium) 
       
CaCl2 -varastoliuos (1)   per litra 
CaCl2     1,0 g 
 
Kasvatusliuos     per litra 
Natriumasetaatti trihydraatti  1,0 g 
"LabLemco" -jauhe (Oxoid L29) *   1,0 g 
Tryptoni (Oxoid L42) *    2,0 g 
Hiivauute (Oxoid L21)*    2,0 g 
CaCl2 -varastoliuos (1)    10,0 ml 
 
 
Lisää ainesosat 1 litraan ionisoitua vettä. Autoklavoi 15 minuutin ajan. 
 
 
 
 
 
 
